Diagnostik von Proben bei vermuteten bioterroristischen Anschlägen by Pauli, Georg & Ellerbrok, Heinz
Leitthema: Biologische Sicherheit
| Bundesgesundheitsbl - Gesundheitsforsch - Gesundheitsschutz 11•2003976
Zusammenfassung
Die terroristischen Anschläge Ende 2001 in
den USA rückten die Bedrohung von Men-
schen durch biologische Waffen in den Blick-
punkt politischer Entscheidungsträger und
der breiten Öffentlichkeit. In Folge der An-
schläge mit Anthraxsporen gab es eine Flut
von vorgetäuschten Angriffen auf Personen
und Institutionen. Da in solchen Fällen nicht
immer eindeutig zu erkennen ist, ob z. B.
Briefsendungen lediglich unschädliche Ma-
terialien oder aber Krankheitserreger enthal-
ten, muss eine sorgfältige Analyse erfolgen,
die einen Krankheitserreger entweder nach-
weist oder ausschließt. Methoden wie klassi-
sche Anzuchtverfahren für Bakterien und
Viren, elektronenmikroskopische und licht-
mikroskopische Untersuchungen sowie
Genomnachweismethoden (PCR, Real-Time-
PCR) sind für viele der in Frage kommenden
Organismen etabliert. Eine Differenzierung
zwischen pathogenen und apathogenen
Mikroorganismen ist u. a. bei eng verwand-
ten Keimen wichtig. Diese Methoden können
in der Regel nur in Speziallaboratorien
durchgeführt werden und sind teilweise zei-
tintensiv. In der Entwicklung sind Chiptech-
nologien und physikochemische Verfahren,
die möglicherweise innerhalb von Minuten
vor Ort eine Diagnosestellung erlauben.
Inwieweit diese Technologien solche Erwar-
tungen erfüllen, bleibt abzuwarten. Die mit
den verschiedenen Untersuchungsmetho-
den erzielten Ergebnisse erlauben in Kombi-
nation mit Art und Menge des Untersu-
chungsmaterials eine Bewertung des Risikos
einer Infektion der Menschen, die mit dem
Material direkt oder indirekt in Kontakt
gekommen sind.
Biologische Agenzien 
mit einem hohen 
Bedrohungspotenzial
In den vergangenen Jahren haben ver-
schiedene Institutionen biologische
Agenzien (Viren, Bakterien, Pilze, Para-
siten, Toxine), die für Angriffe auf Men-
schen, Tiere oder Pflanzen eingesetzt
werden können, entsprechend ihrer Ge-
fährlichkeit als Biowaffen klassifiziert –
so existieren Listen der WHO, der Aus-
tralia Group [1] und der Centers for Dis-
ease Control and Prevention (CDC).
Ein besonderes Augenmerk lag dabei
auf der Tatsache, dass einige dieser
Agenzien bereits als Waffe eingesetzt
bzw. intensiv auf ihre Eignung als Bio-
waffe untersucht worden sind und sogar
waffenfähiges Material hergestellt wurde
[2]. Medizinische Aspekte, die für das
Erkennen und das Management von An-
griffen mit Biowaffen von Bedeutung
sind, wurden bisher vor allem im militä-
rischen Bereich intensiv untersucht [3].
Die Experten konzentrieren sich zum
heutigen Zeitpunkt auf die Agenzien,die
als kritisch für das öffentliche Gesund-
heitswesen betrachtet werden [4]. Diese
Erreger bzw. die Toxine werden in 3 Ka-
tegorien eingeteilt (Tabelle 1).
Kategorie A. Kategorie A umfasst solche
Erreger, die leicht zu verbreiten sind
bzw. von Mensch zu Mensch übertragen
werden. Infizierte Personen erkranken
zu einem hohen Prozentsatz, und die Er-
krankung endet ohne rechtzeitige The-
rapie häufig tödlich.
Kategorie B. In die Kategorie B werden
solche Agenzien eingruppiert, die sich
leicht verbreiten lassen und eine hohe
Erkrankungsrate aufweisen, jedoch nur
eine niedrige Mortalität. Diese Erreger
stellen ebenso wie diejenigen der Kate-
gorie A vor allem aufgrund der hohen
Morbidität hohe Anforderungen an das
Gesundheitswesen.
Kategorie C. Zur Kategorie C gehören sol-
che Erreger, die als so genannte emerg-
ing pathogens angesehen werden und
die man möglicherweise durch geneti-
sche Modifikation leichter disseminier-
bar machen kann.
Um auf einen möglichen Angriff
mit diesen Agenzien vorbereitet zu sein,
muss die Labordiagnostik gestärkt bzw.
müssen schnellere und sicherere di-
agnostische Nachweismethoden über-
haupt erst entwickelt werden. Zudem
sind die entsprechenden Medikamente
(sofern vorhanden) für die Bevölkerung
vorzuhalten. Bereits der Verdacht oder
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Abstract
The terrorist attacks in the fall of 2001 in the
USA focussed the attention of both the gen-
eral public and policymakers on the poten-
tial threat posed by biological weapons. Fol-
lowing the attacks using anthrax spores, a
surge of hoaxes were perpetrated against
individuals and institutions. Since it is not
always possible to determine unequivocally
whether mail envelopes merely contain
harmless materials or pathogens, a careful
analysis must be performed in order to be
able to either confirm or exclude the pre-
sence of a pathogen. Diagnostic methods
such as classic isolation techniques for bac-
teria and viruses, investigations using elec-
tron microscopy and light microscopy, and
molecular biological diagnostics (PCR, real-
time PCR) are available for the majority of
the organisms in question. It is crucial to be
able to distinguish pathogenic from apatho-
genic microorganisms in the case of closely
related pathogens. Normally these methods
can only be performed in specialized labora-
tories and some of them are time-consum-
ing. In the development stage are chip
technologies and physicochemical proce-
dures, which allow an on-site diagnosis to be
made within minutes.Whether these tech-
nologies can measure up to such expecta-
tions remains to be seen. In combination
with the kind and amount of investigated
material, the results obtained by the diffe-
rent investigation methods allow one to
perform a risk assessment regarding an
infection of those persons who have come 
directly or indirectly into contact with the
material.
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die Androhung einer Exposition mit
diesen Agenzien hat ein hohes Panikpo-
tenzial und erfordert erhebliche Aktivi-
täten des öffentlichen Gesundheitswe-
sens. Die Diagnostik dieser Erreger
kann nur in Sicherheitslaboratorien von




Bioterroristische Anschläge mit Krank-
heitserregern oder bakteriellen bzw.
pflanzlichen Toxinen sind in den ver-
gangenen Jahrzehnten mit mehr oder
weniger großem Erfolg geplant und z. T.
durchgeführt worden. Als Beispiele sei-
en hier nur der Salmonellen-Anschlag
im Jahr 1984 in The Dalles, Oregon,
durch Mitglieder der Bhagwan Shree
Rajneesh-Sekte [5], der Anschlag auf
Mitarbeiter eines diagnostischen Labors
in Dallas,Texas,mit Shigellen [6] im Jahr
1996 und die versuchten Anschläge mit
Anthrax durch die AUM-Sekte in Japan
im Jahr 1993 genannt [7]. Der Ausbruch
der Salmonellen-Epidemie in Oregon
(751 Fälle) wurde erst Jahre später zufäl-
lig als terroristischer Anschlag erkannt,
die Erkrankungen selbst konnten jedoch
recht zügig auf 10 kontaminierte Salat-
bars in dem Ort zurückgeführt werden.
Die Infektionen mit Shigellen durch den
Verzehr von Gebäck wurden vor allem
deshalb eingehend untersucht und die
Infektionsquelle identifiziert, weil es
sich um einen relativ seltenen Erreger
handelte. Die Annahme lag nahe, dass
ein Labormitarbeiter den Anschlag ver-
übt hatte, da dieser Erreger in der
Stammsammlung des betroffenen La-
bors vorhanden war. Die geplanten An-
schläge der AUM-Sekte mit Anthrax
misslangen, weil sich die hergestellten
Sporensuspensionen nicht zur aeroben
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Tabelle 1
Eingruppierung von BT-Erregern/Toxinen 







Filoviren, Arenaviren Hämorrhagische Fieber









Ricin-Toxin (Ricinus communis) (3–5 µg/kg) Toxisches Syndrom
Epsilon-Toxin (Cl. perfringens) Toxisches Syndrom
Staphylococcus-Enterotoxin B (0,03 µg/kg) Toxisches Syndrom
Kategorie C
Nipah-Virus Enzephalitis




a Venezuelan Equine (VEE), Eastern Equine (EEE) und 
Western Equine Encephalitis (WEE) Virus
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Verbreitung eigneten. Die gleiche Sekte
war 2 Jahre später jedoch „erfolgreich“
beim Sarin-Anschlag in der Unter-
grundbahn in Tokio (12 Tote, 5.500 Ver-
letze). In der Öffentlichkeit wenig beach-
tet waren Anschläge auf Regierungen,
Institutionen und auch Privatpersonen,
bei denen der Einsatz von biologischen
Kampfstoffen vorgetäuscht wurde [8].
Unerwartet und überraschend ka-
men die Anschläge mit Anthraxsporen
in den USA im Herbst 2001. Hier wur-
den waffenfähige Anthraxsporen in
Briefen versendet [9]. Es erkrankten so-
wohl Personen, die die Briefe geöffnet
hatten, als auch Personen in den Post-
verteilerstellen, durch welche diese Brie-
fe geleitet worden waren. Bemerkens-
wert ist, dass von 22 B.-anthracis-infi-
zierten Personen 10 an Lungenmilz-
brand erkrankten, was auf die Übertra-
gung des Erregers durch die Atemluft
zurückzuführen war.Bei 3 Erkrankungs-
fällen bestand kein direkter Kontakt mit
den kontaminierten Briefen [10]. Insge-
samt wurden in der Folge der Anschläge
nahezu 30.000 Personen einer prophy-
laktischen Behandlung mit Antibiotika
unterzogen.
Folgen der Anschläge 
in den USA
Als direkte Folge der Anthrax-
Anschläge wurden in den USA
allein in den Monaten Oktober
und November 120.000 Ver-
dachtsproben untersucht.
Weltweit, insbesondere jedoch in den
USA und Europa, häuften sich in Folge
„Anschläge“ auf Regierungen,Behörden,
Botschaften und Privatpersonen, bei de-
nen eine Vielzahl von Briefen oder Päck-
chen mit der Drohung verschickt wurde,
dass die Sendungen Anthraxsporen bein-
halten.Diese Postsendungen fanden – im
Gegensatz zu den Ereignissen der zu-
rückliegenden Jahre – nicht nur ein wei-
tes Medienecho. Im Zusammenhang mit
den Anschlägen vom 11.9.2001 in New
York und Washington wurde das Bedro-
hungspotenzial durch Terroristen nun
auch durch die Politik thematisiert und
die finanziellen und personellen Ressour-
cen zur Erkennung und zum Manage-
ment von bioterroristischen Angriffen im
zivilen Sektor in einzelnen Ländern in er-
heblichem Umfang verstärkt.
Es wurden auch Briefe versendet,
die Substanzen enthielten, die bei den
Empfängern den Verdacht aufkommen
ließen, es könne sich um einen Anschlag
mit Anthraxsporen handeln bzw. um an-
dere Krankheitserreger, wie z. B. Po-
ckenviren. Weitere Verdachtsfälle von
bioterroristischen Anschlägen betrafen
„weißes Pulver“, das an ungewöhnlichen
Orten, wie z. B. in Fabrikhallen oder
Postverteilerstellen,gefunden wurde.Bis
zur Abklärung, ob diese weißen Pulver
Anthraxsporen enthielten, wurden die
betroffenen Räume geschlossen und
Materialproben unter hohen und höchs-
ten Sicherheitsbedingungen an die Un-
tersuchungslaboratorien geschickt, wo
die Proben wiederum in Sicherheitsla-
boratorien analysiert wurden. Seit den
Milzbrand-Anschlägen in den USA im
Herbst 2001 wurden weltweit bei keiner
der untersuchten Proben dieser Art An-
thraxsporen nachgewiesen. Aber allein
in den Monaten Oktober und November
2001 mussten in den USA als direkte Fol-
ge der Anschläge über 120.000 Proben
auf Anthraxsporen untersucht werden.
Erkennen von 
bioterroristischen Anschlägen
Anhand der oben ausgeführten Beispie-
le werden die vielen Probleme deutlich,
die mit dem Erkennen von Anschlägen
mit biologischen Agenzien verbunden
sind.Hierzu zählt insbesondere das Pro-
blem der Bewertung des Risikos,das von
einer Verdachtsprobe ausgeht. Anschlä-
ge mit Krankheitserregern können un-
angekündigt erfolgen und nur daran er-
kannt werden, dass zahlreiche Personen
in einem zeitlichen und/oder regionalen
Zusammenhang mit vergleichbaren
Symptomen erkranken und gleichzeitig
keine natürliche Ursache für die Erkran-
kungen zu finden ist. Solche Anschläge
können nur mithilfe der Epidemiologie
im Nachhinein aufgespürt werden. Ziel
sollte es hierbei sein,Instrumente zu ent-
wickeln, die solche ungewöhnlichen Er-
krankungsmuster so früh wie möglich
erkennen, um geeignete Gegenmaßnah-
men einleiten zu können.Weitere epide-
miologische Hinweise auf einen An-
schlag können auch unerklärliche Er-
krankungen/Sterbefälle sein,unerwartet
hohe Zahlen von Krankheitsfällen,unge-
wöhnliche Antibiotikaresistenzen, aber
auch – wie im Falle von Lungenmilz-
brand in den USA – das Auftreten von
Erkrankungen, die auf ungewöhnliche
Übertragungswege (in diesem Fall aero-
gene Übertragung) hinweisen (s. [9]).
Des Weiteren können (gehäufte)
Krankheitsfälle durch Erreger,die z.B. in
Deutschland nicht endemisch sind [ge-
nannt seien hier virale hämorrhagische
Fieber (VHF),hervorgerufen durch Filo-
oder Arenaviren], den Verdacht nahe le-
gen, dass ein Anschlag mit den entspre-
chenden Krankheitserregern stattgefun-
den hat.Dies gilt auch für Erkrankungen
in unüblichen Altersgruppen und bei
Vorliegen von bisher unbekannten Vari-
anten eines Erregers. Kein Zweifel an ei-
nem bioterroristischen Anschlag würde
heute aufkommen, wenn Erkrankungen
mit dem Orthopockenvirus Variola ma-
jor oder minor, dem Erreger der Men-
schenpocken, auftreten würden, da die-
se Erkrankung in einer bisher beispiel-
losen weltweiten Zusammenarbeit unter
Führung der Weltgesundheitsorganisati-
on vor über 25 Jahren ausgerottet worden





sich bereits aus dem klinischen Bild
Hinweise auf den oder die Erre-
ger(gruppe), die den gezielten Einsatz
von diagnostischen Methoden erlauben.
Bei klinischen Proben können einerseits
etablierte Nachweismethoden eingesetzt
werden, andererseits neue Methoden
entwickelt oder hinzugezogen werden,
die die Sensitivität und die Spezifität er-
höhen und in kürzerer Zeit einen ver-
lässlichen Befund ermöglichen.
Problematischer sind Untersuchun-
gen von so genannten Umweltproben
(z. B. Brief- und Päckcheninhalte, Pro-
ben aus Luftfiltern,von potenziell konta-
minierten Fußböden und Wänden, Klei-
dungsstücken etc.), da bei solchen Pro-
ben hilfreiche Hinweise und Einschrän-
kungen, die ein klinisches Bild liefern
kann, fehlen und unter Umständen auf
eine Vielfalt verschiedener Erreger un-
tersucht werden muss.Hier ist beim Ein-
satz der Nachweissysteme zu berück-
sichtigen, dass in der Umwelt eine Viel-
zahl von Mikroorganismen vorkommt
und diese möglicherweise auf den ver-
schiedensten Ebenen mit den anzuwen-
denden Nachweisverfahren interferieren
können. Einige dieser Mikroorganismen
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mögen sehr nahe mit dem Krankheits-
erreger verwandt, aber für den Men-
schen nicht pathogen sein, sodass eine
sehr genaue und teilweise aufwändige
Abgrenzung notwendig wird. Als Bei-
spiel sei hier nur der Einsatz des Ascoli-
Tests bei Verdacht auf B. anthracis in ei-
ner Umweltprobe im November 2001 ge-
nannt. Dieser Test erlaubt eine eindeuti-
ge Diagnose bei an Milzbrand erkrank-
ten Menschen und Tieren. Eine Vielzahl
von Bacillus spec., die in der Umwelt
vorkommen,aber nicht humanpathogen
sind, reagiert jedoch ebenfalls in diesem
Testsystem, sodass man bei Umweltpro-
ben falsch positive Ergebnisse erhalten
kann. Eine Differenzierung zwischen
B. anthracis und anderen Bacillus spec.
ist jedoch mit molekulargenetischen
Methoden möglich [11].
Der Nachweis eines Erregers in
Umweltproben erfordert ein
hohes Maß an Erfahrung.
Wie aus diesen Ausführungen zu ersehen
ist,wirft Probenmaterial,das aus Einsen-
dungen stammt, in denen ein Anschlag
mit Krankheitserregern angekündigt
wird oder bei dem die Vermutung eines
Anschlags besteht, Probleme bei der Di-
agnostik auf.Die Entwicklung von Unter-
suchungs- und Bewertungsstrategien für
solche Proben ist unabdingbar. Für den
Fall,dass beispielsweise B. anthracis oder
andere Erreger nachgewiesen werden,
müssen umgehend Interventionsmaß-
nahmen eingeleitet werden, wie z. B. eine
Postexpositionsprophylaxe mit Antibio-
tika und wenn möglich eine passive bzw.
aktive Immunisierung der direkt expo-
nierten Personen.Zudem müssen Umge-
bungsuntersuchungen zur Ermittlung
weiterer potenziell exponierter Personen
erfolgen sowie die Dekontamination der
potenziell kontaminierten Bereiche vor-
genommen werden.Da bei diesen Unter-
suchungen ein positives Ergebnis immer
sehr weit reichende Auswirkungen hat,
sollte parallel zu den auf jeden Fall sofort
einzuleitenden Maßnahmen in einem
zweiten Expertenlabor eine Bestätigung
der Diagnose durchgeführt werden.Auch
für den Fall, dass sich letztlich heraus-
stellt,dass ein Anschlag nur vorgetäuscht
wurde, werden Personen bis zur Abklä-
rung, ob tatsächlich Krankheitserreger
im Verdachtsmaterial vorhanden waren,
in der Ungewissheit und Furcht leben,
sich infiziert zu haben und möglicher-
weise auch ihre Angehörigen zu infizie-
ren. Zudem können etwa durch die
Schließung von Fabrikhallen oder Post-
verteilungsstellen bis zur Abklärung hohe
finanzielle Verluste auftreten. Deshalb
muss das Ziel der Labordiagnostik sein,
so schnell wie technisch möglich und mit
hoher Sicherheit das Vorliegen von Erre-
gern oder Agenzien, die als biologische
Waffen eingesetzt werden können,auszu-
schließen oder das Agens nachzuweisen.
In jedem Fall muss anschließend zur end-
gültigen Bewertung einer Probe eine Ri-
sikoanalyse erfolgen.Bei einem negativen
Ergebnis sollte das theoretische Restrisi-
ko anhand der Nachweisgrenze des jewei-
ligen Testverfahrens ermittelt werden. In
den PCR-Nachweissystemen sollte eine
Nachweisgrenze von 10 Genomen oder
weniger (d.h.10 Bakterien oder Viren) er-
reicht werden. Sie ist bei einer Reihe von
Nachweissystemen bereits auch etabliert.
Können keine erregerspezifischen Se-
quenzen nachgewiesen werden, so kann
man davon ausgehen, dass keine Gefahr
einer Infektion besteht. Im positiven Fall
muss das Risiko einer Infektion durch die
analysierte Probe abgeschätzt werden.
Hier spielen vor allem die Konzentration
sowie die Reinheit und Konsistenz des
Materials für die Beurteilung des Infekti-
onsrisikos eine wesentliche Rolle. Die
Einleitung von Abwehr- und Eindäm-
mungsmaßnahmen orientiert sich am
Infektionsrisiko.
Prinzipiell steht für die Diagnostik
von Patienten- und Umweltproben eine
Vielzahl von Methoden zur Verfügung,
die im Folgenden dargestellt werden.
Etablierte diagnostische Verfahren
Elektronenmikroskopie
Die Elektronenmikroskopie (EM) er-
laubt einen direkten Einblick in die zu
Abb. 1  Das klinische Bild von Windpocken, hervorgerufen durch das Varicella-zoster-Virus 
(Herpesvirus), und von Erkrankungen mit dem Orthopockenvirus Variola-Virus (Menschenpocken) 
ist sehr ähnlich. Der Erregernachweis (z. B. aus Vesikeln) mit dem Elektronenmikroskop erlaubt eine
schnelle morphologische Differenzierung. Von links nach rechts: Herpesvirus, Orthopockenvirus,
Parapockenvirus. Eine Differenzierung der Orthopockenviren kann mithilfe molekulargenetischer
Methoden erfolgen [12]. Elektronenmikroskopische Aufnahmen: H.R. Gelderblom,
Robert Koch-Institut
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untersuchende Probe und führt rasch zu
einem ersten Ergebnis (etwa 15 Minuten
nach Eingang der Probe im EM-Labor).
Anhand von morphologischen Kriteri-
en können z. B. Viren und Bakterien
identifiziert werden. Diese Methode hat
sich beispielsweise in der Differenzial-
diagnostik bei klinischem Verdacht auf
Menschenpocken bewährt und ermög-
licht eine eindeutige Abgrenzung zwi-
schen Orthopockenviren und Herpesvi-
ren (Abb. 1). Die verschiedenen Ortho-
pockenvirusspezies lassen sich hingegen
mit dem EM nicht voneinander differen-
zieren (Abb. 2). Auch Bakterien lassen
sich mithilfe des EM unterscheiden. So
weisen vegetative B. anthracis eine glat-
te Oberfläche auf, während andere Ba-
cillus spec. Geißeln tragen (Abb. 3).
Nachteil der Methode – insbesonde-
re bei der Untersuchung von Umwelt-
proben – ist jedoch,dass relativ hohe Er-
regerkonzentrationen vorliegen müssen,
damit die/der Erreger beispielsweise mit
der „negative-staining-Methode“ erfasst
werden kann (>105–106 Partikel/ml).An-
reicherungsmethoden, wie z. B. die Zen-
trifugation, können prinzipiell einge-
setzt werden. Viel versprechend ist der
Einsatz der Immunelektronenmikrosko-
pie, hier fehlen jedoch bisher für eine
breite Palette an Erregern geeignete An-
tikörper. Insgesamt eignet sich die EM
als Werkzeug für die primäre Diagnos-
tik, vor allem um eine schnelle erste Ab-
schätzung zur Erregerbelastung durch-
führen zu können. Werden Mikroorga-
nismen im EM dargestellt, so ergeben
sich daraus wertvolle Hinweise für die
weiteren Untersuchungsstrategien.
Erregeranzucht
Einen hohen Stellenwert für die Charak-
terisierung von Mikroorganismen in Un-
Abb. 2a-c  Orthopockenvirus-infizierte Zellen wurden fixiert und Ultradünnschnitte im Elektronen-
mikroskop analysiert. Von links nach rechts: Vacciniavirus, Kuhpockenvirus, Affenpockenvirus.
Morphologisch sind die Orthopockenviren nicht unterscheidbar. Eine weitere Differenzierung kann
mit molekulargenetischen Untersuchungen geführt werden. Elektronenmikroskopische Aufnahmen:
H.R. Gelderblom, Robert Koch-Institut
Abb. 3a-c  Bakterienkolonien, die auf einer Agarplatte gewachsen waren (Verdacht auf Bacillus
anthracis; eingeliefert am 2.11.2001), wurden mit dem Elektronenmikroskop untersucht (negative
Kontrastierung). Die vegetativen Keime trugen Flagellen. B. anthracis ist unbeweglich und hat keine
Flagellen. Der Ausschluss von B. anthracis wurde durch die Real-Time-PCR bestätigt [11].
Elektronenmikroskopische Aufnahmen: M. Özel, Robert Koch-Institut
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tersuchungsproben haben die klassi-
schen Methoden der Erregeranzucht.Der
Einsatz von Selektivmedien bei der An-
zucht von Bakterien ermöglicht es in vie-
len Fällen, nicht relevante Begleitkeime
im Wachstum zu unterdrücken. Mithilfe
von etablierten Methoden ist dann die
Differenzierung und Typisierung der Er-
reger möglich (s.Beitrag von S.Klee et al.
in diesem Heft). Insbesondere bei Um-
weltproben muss bei der Anzucht von Er-
regern gesichert werden, dass sich keine
Wachstumsinhibitoren in der Probe be-
finden. Parallel geführte Anzuchtversu-
che mit Proben, die mit dem zu suchen-
den Erreger oder einem Modellkeim ge-
spikt wurden, geben Auskunft über po-
tenziell vorhandene Inhibitoren.
Komplexer gestaltet sich die An-
zucht von Viren, da sie nicht selbststän-
dig replizieren können und in Zellkultu-
ren angezüchtet werden müssen. Um-
weltproben, die in der Regel mit einer
Vielzahl von Mikroorganismen wie Pil-
zen und Bakterien kontaminiert sind
oder/und evtl. toxische Substanzen ent-
halten, können leicht die Vitalität und
das Wachstum der Zellkulturen beein-
flussen und damit auch die Anzucht der
Viren behindern. Eine Filtration der
Proben eliminiert zwar diese Mikroor-
ganismen, kann jedoch auch einen er-
heblichen Verlust des zu suchenden Vi-
rus zur Folge haben. Eine Charakterisie-
rung von angezüchteten Viren kann
dann z. B. in einem ersten Schritt mit
dem EM (morphologische Charakteri-
sierung) erfolgen. Hieraus ergeben sich
Hinweise auf die Eingruppierung der Vi-
ren in Virusfamilien oder Genera. Eine
weitere Differenzierung kann anschlie-
ßend z. B. mit immunologischen Metho-
den (Immun-EM oder Immunfluores-
zenz,Neutralisationsteste) oder moleku-
largenetischen Methoden wie PCR und
Sequenzierung durchgeführt werden.
Die Anzucht der Erreger und weite-
re Charakterisierung mit mikrobiologi-
schen und immunologischen Methoden
sowie auch in Tierversuchen ist sehr zeit-
intensiv. Es sollte daher in jedem Fall
geprüft werden, ob nicht frühzeitig mo-
lekulare Nachweismethoden zum Erre-
gernachweis und zur Differenzierung
eingesetzt werden können.
Molekulargenetische Verfahren
Nachweissysteme wie PCR, RT-PCR
oder Real-Time-PCR werden zuneh-
mend für die schnelle und sensitive Er-
kennung des Erbmaterials von Mikroor-
ganismen einschließlich Viren einge-
setzt.Voraussetzung hierfür ist das Vor-
liegen von Sequenzinformationen, die
die Herstellung von geeigneten Primern
(und Sonden) für die Amplifikation der
Genomabschnitte mithilfe der Polyme-
rasekettenreaktion (PCR) ermöglichen.
Da die verwendete Polymerase (Taq-Po-
lymerase) nur DNA als Matrize erkennt,
muss zum Nachweis von RNA-Viren
(z. B. Filoviren) vor der PCR eine Um-
schreibung der RNA in DNA mithilfe
der Reversen Transkriptase erfolgen
(RT-PCR). Modifikationen der PCR un-
ter Verwendung z. B. von geeigneten
fluoreszenzmarkierten Sonden ermög-
lichen eine Verfolgung der PCR in Echt-
zeit (Real-Time-PCR) und erlauben bei
Verwendung geeigneter Standards eine
Quantifizierung der Genome (Genom-
äquivalente) im Ausgangsmaterial. Eine
weitere Differenzierung von eng ver-
wandten Erregern wie beispielsweise
Orthopockenviren kann einerseits
durch Sequenzierung, aber auch durch
eine Schmelzanalyse der PCR-Produkte
erfolgen. Unter Verwendung von Refe-
renzmaterialien können die verschiede-
nen Orthopockenviren unterschieden
werden. Dies ist besonders wichtig im
Fall des Verdachts auf Vorliegen des Va-
riola-Virus. Hier stehen seit kurzem va-
lidierte PCR-Nachweismethoden zur
Verfügung [12].Viele Experten sind sich
einig, dass es notwendig ist, zum Nach-
weis der relevanten Erreger mehrere Ge-
nombereiche oder – wie im Fall von Pest
und Anthrax – auch die verschiedenen
Plasmide mit der PCR abzudecken. Die-
ses Vorgehen soll einerseits verhindern,
dass Mutationen in den Primer- bzw.
Sondensequenzen zu falsch negativen
Ergebnissen führen oder dadurch die
Sensitivität der Nachweissysteme herab-
gesetzt wird.Andererseits werden mög-
liche neue Varianten, die mit einem
Nachweissystem nicht erfasst werden,
mit großer Wahrscheinlichkeit von den
anderen eingesetzten Nachweissyste-
men erkannt.
Die PCR kann grundsätzlich zeit-
gleich mit elektronenmikroskopischen
und mikrobiologischen Nachweisme-
thoden zur Erregeridentifizierung kom-
biniert werden und sollte zur Beschleu-
nigung des diagnostischen Verfahrens
so früh wie möglich zum Einsatz kom-
men. Wichtig für die Risikobewertung
bei Umweltproben kann die Informati-
on sein, die über eine quantitative PCR
erhalten wird, da beim Nachweis von
großen Mengen an Genomen ein höhe-
res Infektionsrisiko besteht.
Zur Risikobewertung eines
Erregers aus einer Umweltprobe




Zur weiteren Risikobewertung ist es not-
wendig zu ermitteln, ob die nachgewie-
senen Erreger lebens- und vermeh-
rungsfähig sind. Daher ist es in der Re-
gel bei Umweltproben notwendig, die
molekulargenetischen Untersuchungser-
gebnisse durch Anzuchtversuche abzusi-
chern.Die Anzucht von Erregern aus Pa-
tientenmaterial, die mit molekularen
Methoden nachgewiesen wurden, ist für
die weitere Charakterisierung der Erre-
ger von Interesse, jedoch nicht für die Be-
wertung des Untersuchungsergebnisses,
da die Vermehrungsfähigkeit durch die
Isolierung aus dem Patienten belegt ist.
Immunologische Verfahren
Der Nachweis von erregerspezifischen
Antigenen mithilfe immunologischer
Nachweisverfahren, wie Immunfluores-
zenz und antigen capture assays, ist für
einzelne Erreger, wie z. B. Yersinia pes-
tis, etabliert (s. auch die Beiträge von
S. Klee et al. und von A. Rakin in diesem
Heft). Gar nicht oder nur ungenügend
untersucht ist jedoch die Spezifität und
Sensitivität dieser Verfahren.Zudem ste-
hen nicht für alle Erreger hochspezifi-
sche Antikörper zur Verfügung. Die Ent-
wicklung solcher Antikörper für die re-
levanten Agenzien,die dann allen Unter-
suchungslaboratorien zur Verfügung ge-
stellt werden, ist eine vordringliche Auf-
gabe.
Im Fall eines Angriffs mit biologi-
schen Agenzien müssen zügig Maßnah-
men ergriffen werden, um exponierte
Personen rechtzeitig zu behandeln
(Postexpositionsprophylaxe). Zudem
muss verhindert werden, dass sich der
Erreger weiter verbreitet. Es besteht da-
her die Forderung, neben den gut eta-
blierten Nachweismethoden neue Nach-
weisverfahren zu etablieren, die eine
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noch schnellere – möglichst im Minu-
tenbereich liegende – Identifizierung
von Mikroorganismen und Toxinen er-
möglichen. Hier bieten sich verschiede-




Unter dem Begriff Biochips werden ver-
schiedene miniaturisierte Testsysteme
(Microarrays) zusammengefasst, die auf
einem festen Träger die Durchführung
einer Vielzahl von Testen ermöglichen.
Für die Identifizierung von Agenzien,
die als Biowaffen eingesetzt werden kön-
nen, wäre hier der Nachweis des Erbma-
terials (DNA bzw. RNA) oder von Prote-
inen wie Toxine oder bakterielle bzw. vi-
rale Antigene möglich. Diese Biochips
benötigen aufgrund des sehr kleinen
Reaktionsvolumens nur geringe Proben-
mengen und erlauben sehr kurze Reak-
tionszeiten, sodass es prinzipiell mög-
lich wird, in kurzer Zeit eine Vielzahl
von Untersuchungen durchzuführen.
Zudem ermöglichen sie, viele verschie-
dene Agenzien gleichzeitig zu untersu-
chen. Ein weiterer Vorteil der Biochips
ergibt sich daraus, dass sie aufgrund ih-
rer kompakten Bauweise für einen Ein-
satz vor Ort geeignet sein sollten. Inwie-
weit Biochips letztendlich für den Nach-
weis aller potenziellen biologischen BT-
Erreger eingesetzt werden können oder
aber nur für bestimmte Agenzien wie
beispielsweise Toxine,muss jedoch noch
geklärt werden, da hohe Anforderungen
an die Spezifität und Sensitivität der
Nachweissysteme gestellt werden.
Physikochemische Verfahren
Die Entwicklung sensitiver physikoche-
mischer Verfahren zur Analyse von Pro-
teinen und anderen biologischen Struk-
turen ist weit fortgeschritten.Neue Tech-
niken wie die MALDI- (matrix-assisted
laser desorption/ionization-)TOF- (time-
of-flight-)Massenspektroskopie erlau-
ben es, in kurzer Zeit komplexe biologi-
sche Strukturen zu charakterisieren. Die
Wissenschaftler erhoffen sich von die-
sem Verfahren eine schnelle und sichere
Detektion von biologischen Kampfstof-
fen. Eine wesentliche Voraussetzung für
die Einsetzbarkeit des Verfahrens ist die
Erstellung umfangreicher Datenbanken
mit den Spektren der biologischen
Strukturen (z. B. Proteine, Karbohydra-
te) der relevanten und verwandten Mi-
kroorganismen oder Toxine. Ein wichti-
ger Aspekt ist dabei die Ermittlung von
Strukturen für den spezifischen, sensiti-
ven Nachweis der Erreger. Wie auch bei
den anderen diagnostischen Nachweis-
verfahren ist es von größter Bedeutung,
pathogene Erreger von apathogenen Va-
rianten oder eng verwandten (apathoge-
nen) Organismen zu differenzieren.
Qualitätssicherung der einge-
setzten Nachweisverfahren
Die Qualität der Routinediagnostik wird
in Deutschland durch Ringversuche
überprüft. Dieses Vorgehen führt erfah-
rungsgemäß zu einem qualitativ hohen
Standard bei den an den Ringversuchen
teilnehmenden Laboratorien. Wie wich-
tig die Qualitätssicherung auch im Be-
reich der Erreger ist, die für bioterroris-
tische Anschläge eingesetzt werden kön-
nen, haben die Ergebnisse des ersten
Ringversuchs gezeigt, der im Rahmen
des European Network of Imported Vi-
ral Diseases (ENIVD) durchgeführt wur-
de [13]: Es wurden an insgesamt 26 deut-
sche und europäische Laboratorien so-
wie an jeweils einen Teilnehmer aus Ja-
pan und Kanada Proben verschickt, die
inaktivierte Orthopocken- bzw.Filoviren
enthielten. Bei den Orthopockenviren
wurde erwartet, dass mithilfe der PCR




Zudem wurden Proben mit unterschied-
lichen Genomzahlen verschickt. Nur 5
der 26 beteiligten Laboratorien waren in
der Lage, eine ausreichend sensitive und
spezifische Diagnostik durchzuführen.
Vergleichbar unbefriedigende Ergebnis-
se wurden im Ringversuchsteil mit den
Filoviren erzielt.
Sowohl auf europäischer als auch
auf globaler Ebene wird ein dringender
Bedarf im Hinblick auf die Qualitätssi-
cherung der Diagnostik BT-relevanter
Erreger gesehen. Dies betrifft nicht nur
virale Erreger, sondern auch die Diag-
nostik von Bakterien und Toxinen.Nicht
gelöst ist in diesem Zusammenhang das
Vorgehen beim Versand von lebenden,
vermehrungsfähigen Organismen oder
aktiven Toxinen, die als Biowaffe einge-
setzt werden können.
Schlussbemerkungen
Das Erkennen von Anschlägen mit bio-
logischen Agenzien wirft für die Labor-
diagnostik neue, bisher nicht bekannte
Probleme auf. In diesem Zusammen-
hang sind 2 Quellen des Untersuchungs-
materials zu unterscheiden, die unter-
schiedliche Ansprüche an das diagnosti-
sche Verfahren stellen: 1. Proben, die von
erkrankten Patienten stammen und 2. so
genannte Umweltproben, die entweder
aus Einsendungen (wie z. B. Briefen etc.)
stammen oder in der Umwelt gesammelt
wurden.
Bei Patientenproben liefern die
Symptome Hinweise auf die am Krank-
heitsgeschehen beteiligten Agenzien
(Bakterien,Viren, Toxine) und erlauben
damit den gezielten Einsatz von Unter-
suchungsmethoden. Der Verdacht, dass
diese Erkrankungen durch terroristi-
sche Anschläge hervorgerufen wurden,
lässt sich nur über epidemiologische
Untersuchungen erhärten, wenn keine
anderen Hinweise, wie z. B. Bekenner-
schreiben, vorliegen (eine Ausnahme
bilden sicherlich die Pocken). Hierbei ist
zu berücksichtigen, dass allen Erkran-
kungen durch Erreger/Toxine, die für
bioterroristische Anschläge verwendet
werden können, auch natürliche Ursa-
chen zugrunde liegen können. Bei vira-
len Erkrankungen sind dies z. B. Reisen
in die entsprechenden Endemiegebiete,
bei Toxinen Exposition durch kontami-
nierte Lebensmittel. Da für viele Erreger
oder Toxine keine validierten kommer-
ziellen Teste vorliegen, müssen für diese
neue, sensitive Nachweisverfahren ent-
wickelt und geeignete Referenzmateria-
lien gesammelt und zur Verfügung ge-
stellt werden.
Nicht vorhersehbare Probleme kön-
nen bei der Untersuchung von Umwelt-
proben auftreten. Handelt es sich wie
z. B. beim Brief an den Senator Daschle
in den USA um eine hochreine Präpara-
tion an Anthraxsporen, so können
Schnellteste mit hoher Sicherheit ver-
lässliche Ergebnisse liefern, die dann im
Anschluss mit validierten Methoden be-
stätigt werden können. Liegen jedoch
Umweltproben vor, die aus Gemischen
von Mikroorganismen bestehen, so
kann der Einsatz von nicht erregerspe-
zifischen oder wenig sensitiven Testen
entweder zu falsch positiven oder zu
falsch negativen Ergebnissen führen. In
beiden Fällen würde eine fehlerhafte Ri-
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sikobewertung erfolgen mit ziemlich si-
cher erheblichen Konsequenzen. Im Fal-
le eines falsch negativen Befundes wür-
den die notwendigen Maßnahmen zur
Postexpositionsprophylaxe oder zur
Umgebungsuntersuchung bzw. Dekon-
tamination nicht (rechtzeitig) eingelei-
tet. Im Fall des falsch positiven Befundes
würden unnötige Maßnahmen ergriffen
werden, wie z. B. bei einem Befund
„B. anthracis positiv“ möglicherweise
die Behandlung einer Vielzahl von Per-
sonen mit Antibiotika und eine mit ho-
hen Kosten verbundene Dekontamina-
tion der inkriminierten Räume oder so-
gar der Gebäude. Wie wir in Deutsch-
land im November 2001 gesehen haben,
kann sich aus solchen falsch positiven
Befunden ein hohes Panikpotenzial er-
geben mit einem breiten Echo in der Öf-
fentlichkeit und bei den Entscheidungs-
trägern.
Konsequenterweise muss man an
die Diagnostik von Proben, bei denen
der Verdacht eines bioterroristischen
Anschlags besteht, höchste Anforderun-
gen stellen.Die Nachweisverfahren müs-
sen sensitiv und spezifisch sein. Sie sol-
len entsprechend dem technischen
Stand jeweils in der kürzestmöglichen
Zeit zu einem Ergebnis führen und
möglichst vor Ort durchführbar sein.
Verfahren, die diese Anforderungen
theoretisch erfüllen,befinden sich in der
Entwicklung. Die Praxis, die nur bis zu
einem gewissen Grad durch Modell-
und Ringversuche simuliert werden
kann, wird zeigen, ob diese Verfahren
die gewünschten Eigenschaften aufwei-
sen. Dabei werden aber voraussichtlich
die bisher etablierten Nachweisverfah-
ren ihre Bedeutung als Bestätigungstes-
te nicht verlieren.
Unter folgenden Adressen sind wei-
tere Informationen zu Erregern/Agenzi-
en abrufbar,die für bioterroristische An-
schläge eingesetzt werden können:
● USAMRIID’s Medical Management
of Biological Casualties Handbook
(2001) U.S. Army Medical Research
Institute of Infectious Diseases; Fort
Detrick, Frederick, Maryland, Fourth
Edition
● The Medical NBC Information Ser-
ver http://www.nbc-med.org 





● Medical Research Institute of
Chemical Defense http://chemdef.
apgea.army.mil 
● Medical Research Institute 
of Infectious Diseases
http://www.usamriid.army.mil 
